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Das Virus der tschechoslowakischen
Zeckenencephalitis im Hiihnerembryo

Dimitrij Slonim
Mit 5 Abbildungen im Text
Eingegangen am 10. Oktober 1956

GaLria, Rampas und HoLLENDER (1) waren die ersten, welche die Mog-
lichkeit der Ubertragung des von ihnen isolierten Virus der tschechoslowaki-
schen Zeckenenzephalitis (T.Z.E.), Stamm HA, auf den Hithnerembryo durch
Einimpfung in die Allantoishohlung beschrieben hatten. Die Ubertragung auf
die Eier beschrieb ferner Kruyéi (2), spiter JANDASEK, PESEK und PospiiiL (3)
und Barpo§, Somopski und FISCHER (4).

Wir legen im folgenden einige von unseren Erfahrungen vor, die wir in den
letzten Jahren in der Arbeit mit den Virusarten der T.Z.E. gewonnen haben.

Methodik
1. Die Viren

a) Virus der T.Z.E., Stamnm HA, isoliert im Jahre 1948 von Dr. F. GALLIa,
von uns auf die Chorioallantois des Huhnerembryos aus der 45sten Maus-
gehirnpassage iibertragen.

b) Virus der T.Z.E., Stamm JIR, isoliert im Jahre 1953 in unserem Labora-
torium, ubertragen auf die Chorioallantois aus der 20sten Mausgehirn-
passage.

¢) Virus des Louping-ill, auf die Chorioallantois des Huhnerembryo aus der
40sten Mausgehirnpassage iibertragen.

d) Virus der russischen Friihling-Sommer-Enzephalitis des o6stlichen Typus,
Stamm Sophien, auf die Chorioallantois aus der 60sten Mausgehirnpassage
ubertragen.

Bei dem Louping-ill-Virus und bei dem der russischen Friihling-Sommer-Enze-

phalitis ist nur die Zahl der Passagen, welche beide Virusarten in den Labora-

torien in der Tschechoslowakei durchmachten, vermerkt; die Zahl und Quali-
tat der Passagen auflerhalb unserer Laboratorien sind uns nicht bekannt.
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. Die Hithnerembryonen. Die Embryonen weifler Leghorns, nach Einimp-
fung inkubiert bei + 36° C. Fir die Einimpfung auf die Chorioallantois wurden
12tégige Embryonen benutzt, fiir Einimpfung in die Allantoishéhlung 10 bis
11téagige, fur Einimpfung in den Dottersack meistens 7-8téigige Embryonen.

3. Die Titration von Virusarten in dem Eimaterial wurde entweder durch die

intrazerebrale Impfung von weillen Méusen, Gewicht 10-13 g (je 0,03 ml),

oder durch Einimpfung in den Dottersack von 7-8tdgigen Embryonen (je

0,1 ml) durchgefiihrt. Die Méuse, an welchen das Material titriert wurde, wur-

den 14 Tage lang beobachtet, die Embryonen 10 Tage. Die Werte der Infek-

tionstiter wurden wie LD 50 nach REED und MUENCH bestimmt, (5).

4. Die Neutralisierungsteste sind nach der allgemein bekannten, auch bei
uns beschriebenen Methode ausgefithrt worden (6). Das Material fur die Ino-
kulation wurde in der Kochsalzlosung (mit 0,01 M Phosphat-Puffer pn 7.4)
homogenisiert; bei den Titrationen wurde immer dieselbe Losung mit Zusatz
von 109 Kaninchenserum (bei + 56° C 30 Minuten inaktiviert) benutzt.

Die Vermehrung des Virus in dem Hithnerembryo
a) Inokulation auf die Chorioallantois

Stamm HA und JIR des Virus der T.Z.E. aus den Mausgehirnpassagen
haben wir auf die Chorioallantois der Hithnerembryonen ohne Schwierigkeiten
adaptiert.

In der ersten Passage nach Einimpfung der 0,1 ml Suspension des infizier-
ten Miusegehirnes (verdiinnt auf 10-2), beobachteten wir auf der Chorioallan-
tois, und zwar auch in folgenden Passagen, reproduzierbare Verinderungen.

Am dritten Tage nach der Inokulation zeigt die Chorioallantois eine Ver-
dickung, und kleine Herde, dem Quantum der inokulierten Viruspartikel ent-
sprechend. Man sieht sie als winzige, weilliche Punkte, manchmal ein wenig
erhaben iiber die Chorioallantoisoberfliche. Wenn man das konzentrierte
Inokulum (10-1) benutzt, beschrinkt sich der Befund oft auf OO)dem und Tri-
bhung der Membran.

Am dritten Tage nach der Inokulation weisen wir das Virus in der ganzen
Choricallantois, im Embryo, im Dottersack und in der allantoischen und amnio-
tischen Fliissigkeit nach.

Tabelle 1
Tage nach der
Inokulation 1 2 3 4 5 6 7
Chorioallantois l
LD 50 . . . |10—555] 10—6.25| 10—7.55{ 10—7,35 | 10—7.35 | 10—5.80 | 10—5.70
Embryo LD 50 [ 10—0,35 | 10—+425 | 10—480] 10—5.25 | 10—5.25 | 10525 | 10 -470

Abbildung 1 und Tabelle 1 zeigen in den LD-50-Werten den Infektions-
titer des Virus in der Chorioallantois und im Embryo selbst in verschiedenen
Zeitabschnitten nach der Einimpfung. Die Embryonen wurden mit 0,1 ml
infizierter Chorioallantoissuspension (JIR E 10) auf der Chorioallantois be-
impft; die urspriingliche LD 50 der beniitzten Suspension war 10-%5. die
Suspension wurde auf 10-20 verdiinnt. Aus den infizierten Embryonen wurden
an jedem Tage 3 Chorioallantois-Membranen und 3 Embryonen zusammen
verarbeitet und ihre Titer intrazerebral an Mdusen festgestellt.

Die grofite Vermehrung erzielt das Virus in der Chorioallantois am dritten
Tage und im Embryo vom vierten Tage an. Weder beim Stamme HA noch
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beim Stamme JIR konnten wir in den Chorioallantoispassagen beweisen, daB
diese Viren eine ausgepriigte und regelmiBige Fihigkeit hatten, den Embryo
zu toten, obwohl wir beide Stimme nicht nur in ihrer 10., 20. und 30. Hiihner-
embryopassage, sondern den Stamm HA in seiner 40. und Stamm JIR in der
70. Chorioallantoispassage beobachteten. Die meisten Embryonen iiberleben
den 21.-22. Tag der Inkubation, aber die Hithnchen schliipfen nicht, sie sterben
in der Schale ab.

Am siebten Tage nach der Inoku- nea o
lation sind die infizierten Embryonen (D0
weniger beweglich und in der Entwick-
lung zuriickgeblieben, ihr Gewicht ist
durchschnittlich um 159, niedriger als
das von den gleich alten normalen
Kontrollembryonen. Etwa bei 109,
der infizierten Embryonen (meistens
lebenden) fanden wir Ikterus der
Fruchtwisser und eine ikterische Leber, )
welche sich besonders anfillig nach Ein- o 1 2 3 s« s 6  zToge
legen in Formalin firbt; der Embryo T ‘z:bf;g”o"”"m:s
selbst ist makroskopisch nicht ikterisch. Abb. 1

Nach unseren bisherigen Erfahrun- ’
gen ist es moglich, die Virussuspension
auf der Chorioallantois durch Zihlung der Herde zu titrieren, aber nur im
Groben:; und das Verfahren ist umstindlich. Die Schwierigkeiten sind hier
dadurch verursacht, daB} es sich um relativ kleine und unregelméiBig sich
bildende Herde handelt, die leicht mit den nichtspezifischen verwechselt wer-
den kénnen. Schwierigkeiten ergeben sich fiir die Zshlung der Herde aufBerdem
dadurch, daB sich oft unmittelbar um die priméren Herde winzige sekundire
bilden.
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b) Inokulation in die Allantoishéhlung

Die Virusarten der T.Z.E. Stamm HA und JIR, auf die Chorioallantois
adaptiert, haben wir unmittelbar auf das Hiihnerembryo auch durch Ein-
impfung in die Allantoishéhlung iibertragen. Ebenso unmittelbar wurden
auch die Mausegehirnpassagen beider Viren adaptiert.

Tabelle 2
Tage
nach der Inokulation 1 2 3 4 5 6
Allantois-
fliissigkeit LD 50 . .| 104,00 | 10—4,00 | 10—4,00 | 10—3.65 — 10—3,65
Chorioallantois LD 50 .| 10—450 | 10—6,00 | 10—6,00 | 10—6,25 — 106,25
Embryo LD 50 . . . .| 10200 | 10—450 | 10—5,35 | 10—5.35 — 10—5,35

Abbildung 2 und Tabelle 2 ergeben die Anderungen des Infektionstiters
vom Stamme HA in der Allantoisfliissigkeit, Chorioallantois und im Embryo,
nach Einimpfung der 21. Chorioallantoispassage von diesem Stamme in die
Allantoishohlung. Die LD-50-Werte sind intrazerebral an Mausen festgestellt
worden.
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Stamm HA und Stamm JIR in den Chorioallantoispassagen sowie auch in den
Miusepassagen waren letal fiir 9-11tégige Embryonen nach Einimpfung in die
Allantoishohlung. Die Embryonen starben am 4.-10. Tag nach der Inokulation
ab.

¢) Inokulation in den Dottersack

Die Virusstimme HA und JIR sind nach Einimpfung in den Dottersack
der 6-8tigigen Hithnerembryonen letal fiir den Embryo, welcher gewohnlich
am 4.-8. Tage abstirbt. Der Tod der Embryonen ist ein Kriterium fiir die Ver-
mehrung des Virus, so daB man die Einimpfung in den Dottersack zur Titration
des Virus benutzen kann.
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Abb. 2 Abb. 3
Tabelle 3
Tage
nach der Inokulation 1 2 3 4 5
Embryo LD 50 . . . . 10—1,66 10—6.66 10—7.16 10—5,56 105,22

Abbildung 3 und Tabelle 3 geben die Dynamik der Vermehrung des Virus
im Embryo nach Einimpfung der 10. Chorioallantoispassage (Stamm JIR) in
den Dottersack wieder.

Am dritten Tag nach Einimpfung in den Dottersack gewannen wir von
3 Embryonen die Kopfe (ohne Augen) separat von den Kérpern (ohne Beine).
Aus beiden erzeugten wir gesondert 20%ige Suspensionen und titrierten sie
intrazerebral an weiBlen Miusen aus. Das Material der Embryonenkopfe ent-
hielt 10766 LD 50 und das Korpermaterial 1057t LD 50 des Virus. Das Virus der
T.Z.E. vermehrt sich also nicht nur im Gehirn sondern auch in anderen Organen
des Hithnerembryos.

Kontrolle der antigenen Stabilitit des Virus der T.Z.E. nach
Passagen auf der Chorioallantois des Hithnerembryo

Die Virusarten des Stammes HA aus der 3. und 31. und des Stammes JIR
aus der 65.Chorioallantoispassage neutralisierten wir gleichzeitig mit den
spezifischen Immunseren, die durch Immunisation der Meerschweinchen mit
den Miusegehirnpassagen der Stimme HA und JIR gewonnen waren.
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Tabelle 4
Meerschweinchenimmunserum
Chorioallantoispassage |gegen die Mausgehirnpassage des Virus

des Virus
HA, log NI* JIR log NI

HAES3 2,33 2,50

HA E 31 2,49 2,84

JIR E 65 2,10 2,74

Mausgehirnpassage

des Virus

Ha M 54 2,83 2,66

JIR M 20 2,76 2,66

Wihrend der Passagen auf der Chorioallantois kam es zu keinen qualita-
tiven Anderungen der Antigene, die so ausgesprochen gewesen wiren, dal wir
sie in unserem Versuche hétten nachweisen konnen. Hiihner-Embryonen-
Passagen, mogen sie nun aus den ersten oder aus spiteren Versuchsreihen
stammen, sind praktisch gleicher Weise neutralisiert, genau so wie die Mause-
Gehirn-Passage beider Virusarten.

Versuch einer Erniedrigung der Invasivitat
des Virus der T.Z.E. durch Passage auf der Chorioallantois
des Hithnerembryos

Die Passagen des Virus der T.Z.E. fithrten wir auf der Chorioallantois der
12tigigen Hithnerembryonen aus, immer mit einem 209%igen Zentrifugat der
infektiosen Choriallantoissuspension der vorherigen Passage. Eine etwaige
Anderung der Virusinvasivitit durch verschiedene Eier-Passagen versuchten
wir durch Bestimmung der Unterschiede der Ergebnisse bei den intrazerebralen
und dem peripheren LD-50-Werte zu verfolgen. Wir setzen voraus, daB.
wenn es durch die steigende Zahl der Hiihner-Embryonen-Passagen zu einer
fortschreitenden Herabsetzung der Pathogenitat des Virus fiir die weifle Maus
kommen sollte, sich das vor allem bei der peripheren (subkutanen) Inokulation
dadurch dullern wiirde, daBl der LD-50-Wert sich in der peripheren Titration
erniedrigt. Damit wiirde der Unterschied zwischen dem intrazerebralen bzw.
subkutan festgesetzten Titer des Virus durch eine Zunahme der Eipassagen ver-
groBert. Ein weiteres Kriterium fiir die Anderung der Invasivitit des auf den
Embryo adaptierten Virus wire fiir uns die Verlingerung der Inkubationszeit
bei solchen Miusen, die peripher geimpft sind.

Tabelle 5 zeigt, dal es auch nach 70 Passagen nicht gelungen war, wenn
konzentriertes Inokulum auf die Chorioallantois gebracht wurde, die Invasivitat
des Virus der T.Z.E. fiir Mduse zu erniedrigen. (Ermittelt wurden die Unter-
schiede von LD 50 bei intrazerebraler und subkutaner (peripherer) Titration
der gehorigen Hithnerembryopassagen des Virus-Stammes JIR.)

Deutlich wurde aber die Verlingerung der Inkubationszeit bei Mausen, die
zur Titration des Virus mit hohen Hiithnerembryopassagen beniitzt waren.
Abbildung 4 vergleicht die Inkubationszeiten (d. h. die Zahl der Tage von der

*) log NI = Logarithmus der Neutralisationsindex’
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Tabelle 5
Zahl und Sorte | LD50 | LD50 | LDso LD 50 icer.
der Passagen i.cer. i.perit. seut. |1y 0 ¢ eut.
JIR E 6 106,50 10—6,00 10—4.66 1,84
JIR E 10 10—6.33 10—5,77 10—>5.24 1,09
JIR E 52 10—5,66 10—4,76 103,43 2.23
JIR E 70 10—5,66 | 10—5.00 | 10—4,33 1,33
JIR E 73 10—5,66 10—5,00 10—4.33 1,33
JIR M 24 10—8,00 | 10—7.76 | 10—06.16 1,84

Inokulation bis zum Tode) von MAusen, die intrazerebral und subkutan mit
der 6. und 70. Chorioallantoispassage des Virus JIR geimpft waren. Sie gibt an.
wieviel Prozent von der totalen Menge der Miuse jeden Tag einging. Bei der
intrazerebralen Inokulation ist die Zeit der maximalen Mortalitit gleich fiir
die 6. wie die 70. Choriallantoispassage, d. h. der 7. Tag und die beiden Kurven
decken sich mit ihren Hohepunkten. Wenn die Viruspassagen subkutan injiziert
werden, kommt es zur Dissociation beider Kurven, weil die maximale Mortalitiit
der Miuse von der 6. Chorioallantoispassage am 9. Tage liegt, bei der 70. Pas-
sage erst am 11. Inkubationstage. Abbildung 5 wiederholt denselben Versuch
mit der 10.und 73. Chorioallantoispassage mit gleichem Resultate. Tabelle 6
und 7 ergianzen Abbildung 4 und 5 mit Nummerangaben.

Jsder toten Mduse
0

00

[} 7. 8. Q. 10. 11 12 i3
Tage der Inkubation
—o-—=-JIRE 6 i cer JIRE 6 subcut
—e— - =-JIR £ 701.CECI —=——=JIR £ 70 Subcur
Abb. 4

Virus des Louping-ill und der russischen Friihling-Sommer-
Enzephalitis des 6stlichen Typus auf dem Hiihnerembryo
Beide Virusarten von den Méusepassagen adaptieren sich unmittelbar an

die Chorioallantois der Hithnerembryonen. Sie bilden hier auch winzige Herde
unter gleichen Bedingungen wie die Virusarten der T.Z.E. und haben nach
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Tabelle 6
JIR E 6 i.cer. 20 Méause
Tage der Inkubation . . . 5 6 7 81 9110|1112 ] 13| 14
Prozent der toten Méuse . . 0 | 40 | 60 0 0 0 0 0 0 0
JIR E 70 i.cer. 14 Miuse
Tage der Inkubation . . . 5 6 7 8 9110 11|12 13| 14
Prozent der toten Méuse . . 0 [ 29|43 | 14 7 0 7 0 0 0
JIR E 6 subkut. 23 Mause
Tage der Inkubation . . . 5 6 7 8 9110|1112 13| 14
Prozent der toten Méuse . . 0 0 017 | 44 | 35 4 0 0 0
JIR E 70 subkut. 20 Mause
Tage der Inkubation . . . 5 6 7 8 911011 (12|13} 14
Prozent der toten Mause . . 0 0 0)110]20] 10} 50| 10 0 0

Tabelle 7
JIR E 10 i.cer. 19 Miuse
Tage der Inkubation . . . 5 6 7 8 9110} 1111213} 14
Prozent der toten Mause . . 0 | 16|21 |47 ] 16 0 0 0 0 0
JIR E 73 i.cer. 17 Méuse
Tage der Inkubation . . . 5 6 7 8 9110} 11|12 13| 14
Prozent der toten Mause . . 0 17 | 18 | 59 6 0 0 0 0 0
JIR E 10 subkut. 22 Mause
Tage der Inkubation . . . 5 6 7 8 911011 |12} 13| 14
Prozent der toten Méuse . . 0 0 0 0| 41| 32| 27 0 0 0
JIR E 73 subkut. 19 Mause
Tage der Inkubation . . . 5 6 7 8 9 (101112 13| 14
Prozent der toten Mause . . 0 0 0 0 0103732 21 0
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dieser Einimpfung keine regelmiflige letale Wirkung auf die Embryonen. Am
3. Tage nach Einimpfung kann man beide Virusarten (durch intrazerebrale
Inokulation der Méuse (in der ganzen Chorioallantois, im Embryo selbst, im
Dottersack und in der allantoischen und amniotischen Flissigkeit nachweisen.
In der Chorioallantois wurden die LD-50-Werte fiir Louping-ill (#,) 10-79
und fiir russische Friihling-Sommer-Enzephalitis (£,) 10-733 ermittelt. Bei
Inokulation in den Dottersack iiben beide Virusarten eine gleichmiflige letale
Wirkung auf das Embryo aus.

Zusammenfassung

1. Die Viren der T.Z.E., Stamm HA und Stamm JIR, adaptieren sich unmittel-
bar von der Mausgehirnpassage auf den Hiithnerembryo, verbreiten sich schnell
in allen Geweben innerhalb der Schale und vermehren sich in ihnen.

. Nach der Impfung auf die Chorioallantois bilden sich hier winzige Herde; in
der Chorioallantois erzielen die Viren den héchsten Titer (106.5 bis 107.5 LD
50/0,03 ml intrazerebral fur die Maus) am dritten Tage, im Embryo (1050 bis
106,0 LD 50/0,03 ml intrazerebral fiir die Maus) vom vierten Tage nach der
Inokulation. In der Regel werden die Embryonen nicht getétet, ihre Entwick-
lung ist jedoch verlangsamt, so dafl die infizierten Hithnerembryonen niemals
ausschliipfen ; sie sterben in der Schale ab.

3. Nach Impfung in den Dottersack, bei Beniitzung junger, 6-8tigiger Embryo-
nen, totet das Virus vollkommen regelmiBig die Embryonen ab, meistens am
vierten bis siebenten Inkubationstage. Die groBte Vermehrung erreicht das
Virus im Embryo gewdhnlich am dritten Tage nach der Inokulation (1065 bis
1075 LD 50/0,03 ml intrazerebral fur die Maus).

4. Nach Einimpfung in die Allantoishthlung hat das Virus eine letale Wirkung
auf die Embryonen, welche aber weniger einheitlich absterben als nach der
Impfung in den Dottersack, und zwar am vierten bis zehnten Tage nach der
Infektion. Den héchsten Titer in der Chorioallantois erzielt das Virus vom vier-
ten Tage nach der Inokulation (106,25 LD 50/0,03 ml intrazerebral fir die Maus),
im Embryo vom dritten Tage (105,35 LD 50/0,03 ml intrazerebral fiir die Maus);
in der Allantoisfliissigkeit hefindet sich das Virus in relativ niedrigem, wahrend
der Inkubation konstanten Titer (1040 LD 50/0,03 ml intrazerebral fiir die
Maus).

3. Im intrazerebralen Test an weilen Mausen wiesen wir keine Verdnderungen
der antigenen Qualitdt des Virus der T.Z.E. Stamm JIR nach 60 Passagen
auf der Chorioallantois nach.

6. Nach 70 Passagen auf der Chorioallantois kam es zu einer bestimmten Erniedri-
gung der Invasivitdt des Virus (Stamm JIR) nachweisbar bei der subkutanen
Inokulation von Médusen. Die Veranderung der Invasivitat dullert sich durch
Verléingerung der Inkubationszeit der Enzephalitis im Vergleich mit den Re-
sultaten der Kontrollversuche.

. Die Virusarten der russischen Friihling-Sommer-Enzephalitis und des Louping-
ill adaptieren sich ebenfalls unmittelbar auf die Chorioallantois, bilden hier
winzige Herde, verbreiten sich im ganzen Gewebesystem des Embryo; bei
diesem Infektionsmodus sterben die Embryonen nicht regelmiflig ab. In der
Chorioallantois erzielen sie praktisch dieselben Titer wie das Virus der T.Z.E.,
diese Viren sind ebenfalls letal fiir die Hithnerembryonen nach der Impfung in
den Dottersack.

[

~1

Summary

The Virus of the Czecho-Slovakian Tick-Encephalitis in the Chick--Embryo.

The author observes quantitatively the augmentation of the virus of the
Czecho-Slovakian tick-encephalitis in the incubated egg, following inoculation on
the chorio-allantoic membrane, in the allantoic cavity and in the yolk-bag. After
70 transfers on the chorio-allantois the invasivity of the virus was lowered, which
could be demonstrated by a prolongation of the incubation-period of the encepha-
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litis following subcutaneous inoculation of the adapted virus in albino mice. No
alteration of the antigenic quality of the virus in the intracerebral test with albino
mice could be demonstrated after 60 transfers on the chorio-allantoic membrane.

As far as the viruses of the Russian spring-summer encephalitis and of the
Scottish louping-ill had also been examined, there were no differences between
these and the viruses of the Czecho-Slovakian tick-encephalitis.

Résumé

Le virus de ’encéphalite & tiques en Tchécoslovaquie dans I'embryon de poule.

L’auteur observe la multiplication du virus de I’encéphalite & tiques en Tchéco-
slovaquie dans l'oeuf de poule incubé aprés avoir infecté la membrane chorio-
allantoique, la cavité allantoique et le sac vitellin. Aprés 70 passages sur la
membrane chorio-allantoique le pouvoir d’invasion des virus avait diminué. Ceci
g’est manifesté par une période prolongée d’incubation de l’encéphalite chez la
souris blanche infectée par inoculation souscutanée du virus adapté.

Aprés 60 passages sur la membrane chorio-allantoique on n’a pu mettre en
évidence aucune altération de la qualité antigénique des virus dans le test intra-
cérébral sur la souris blanche.

En tant qu’on a examiné aussi les virus de ’encéphalite de printemps et d’été
en Russie et de ’encéphalite dans I’Ecosse (louping ill} il n’y avait pas de différences
entre ces virus et les virus de ’encéphalite & tiques en Tchécoslovaquie.

Bupyc dexocmoBanmkoro kiemeBoro sHuedgaiauTa B KYPHMHOM 3apOJBIIIE.
Humurpuit CioHNM

ABTOp KOJMYECTBEHHO MCCIeAyeT PA3MHOKEHHE BHPYCA YEXOCIOBAIKOIO RK.e-
LieBOTO HIledanuTa B HHKYOMPOBAaHHOM KYPHHOM 3apOJHIILe NOCce NPUBUBKM €ro Ha
XOPHOAIIIARTOMC, B AINIAHTOMCHYIO IIOJIOCTD ¥ B #eTouHsI Memok. ITocae 70 maccareit
HA XOPUOAJIAHTOUCE MOIYUYNI0Ch YMEeHbIIIEHIe WHBA3MBHOCTH BIPYCAa, BEIPAMKAIOIIEECH
Gosee MAJIUTENBHBHIM MHKYOAIMOHHHIM IIePHOMIOM SHIedalImTa IOoCiIe NOZKHHOIO
BBEJIEHVA afaNTHPOBAHHOTO BUPYCA y OeJdbX MBIIIE.

ITocne 60 maccamkeil HA XOPHOAJIAHTOMCE Y O€JBIX MBILIEH BHYTPUMOBrOBHIM
TECTOM He 0GHApY:KeHHl UBMEHeHUA aHTUTEHHBIX CBOWCTB BHpYyCA.

IocronbKy UBYyYaINCh TaKKe U BUPYCHl PYCCKOTO BECEHHE-JIeTHETO sHIedaITa
U WIOTIAHACKOTO »HUeQATNTa (BEPTAYKU OBell, JYIMHI W), PA3HUI MEMKLY 9THMH
BUPYCAaMN W BHPYCOM 4YeXOCJIOBAIJKOTIO KIEIEBOTO dHIe(PaINTa He OLIIO.
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